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Fig．　3－4　PSD　spectrum　ef　protenated　C－termiRus　of　Amp－modified　peptide
（1862　Da）
　　　HB　ct　chain　PyPut－modified　peptide　spaRning　residues　17　to　31　（VGGH
AAEYGAEALER－Amp，　1，862　Da）　was　used　as　a　parent　ion　for　PSD．
第三節　小括
　試験管内においてポリアミンや薬物などのアルキルアミンによりペ
プチドが修飾されることを明らかにした。腸管内において多様なアミ
ンにより修飾が起きることが示唆された。
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総括と考察
　本研究では、腸管内でのタンパク質、脂質、糖質の消化時における
相互作用の可能性を探る研究の一環として、タンパク質が消化される
際に生じる断片化ペプチドが、共存するアルキルアミンによって修飾
されるか検討した。
　試験管内において、タンパク質をアミン共存下プロテアーゼ消化さ
せ、質量分析した結果、C末端がアミンにより修飾された断片化ペプ
チドが検出された。このことから、プロテアーゼ消化の際に断片化さ
れたペプチドのC末端がアミンにより修飾されることが明らかになっ
た。Ampなどのかさ高いアミンが修飾されたことから、修飾され易さ・
難さがあったとしても、多様な1級アミノ基を持つ化合物がこの修飾
反応の基質となることが強く示唆された。
　腸管内において生成したアミン修飾ペプチドは分解されてアミン修
飾アミノ酸などになることが予想されたので、最終産物であるアミン
修飾アミノ酸を検出することで、腸管内でプロテアーゼによるアミン
修飾反応が起きていることを証明することとした。タンパク質とモデ
ルアミンであるPyPutをラットに投与したところ、4時間後の腸管から
アミン修飾アミノ酸であるW－PyPutを検出した。このことから、腸管
内においてプロテアーゼによるアミン修飾反応が起きることが強く示
唆された。また、in　situ　closed　loop法においてW－PyPutの吸収実験をし
た結果、W－PyPutが全身に分布することがわかった。これらのことか
ら腸管でアミン修飾アミノ酸が生成し、全身に分布される可能性が示
唆された。
本研究結果は、腸管内でのプロテアーゼ消化に伴い共存するアミン
によりペプチドC末端修飾反応が起こりうることを明瞭に示したもの
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である。今回、HBに由来する修飾ペプチドそのものが組織から検出さ
れなかったことから、生成する修飾ペプチドはさらに消化分解を受け、
修飾アミノ酸となる可能性が高い（Fig．3）。従って、生成する修飾ペ
プチドが高頻度に吸収される確率は不明であるものの、難分解性のタ
ンパク質から修飾ペプチドが生成する場合や限定されたプロテアーゼ
のみが働く状況等（プロテアーゼ阻害剤となる成分の過剰摂取）では
修飾ペプチドが消化管から吸収される可能性もあるものと考えている。
が》、ず
intestine
、《ぜ鞍麟v饗》瓶ノ㌦《》
　　　．”om
　　　　o
＿乙［㊥
peptidase
　　protei鍛
《臨　《》曳ず駕《ノノ㌦《麟ダ㍉《離拶
口amino・acid absorption
　Fig．　3　Pessibility　of　production　and　absorption　of　amine－modified
peptide　or　amino　acid
　さらに今回、修飾アミノ酸である修飾トリプトファンは腸管ホモジ
ネートにより分解を受けにくいことが明らかとなった。トリプトファ
ンの比較的大きな疎水性構造が何らかの影響を与えているものと思わ
れるが、修飾されるC末端アミノ酸の種類によって組織における分解
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性に大きな差がみられたことは、修飾アミノ酸の構造によっても生成
する修飾アミノ酸の吸収分布に違いが生じることが予想される。第三
章で明らかになったように、Ampなど非常にかさ高い構造を持つアミ
ンによる修飾も起こりうるため、特に腸溶製剤などの薬物による副次
的な作用を考慮する場合には本修飾反応も一つの可能性として考慮す
べきであろう。
　本研究によって、日常的に摂取する成分の消化過程において生理学
的な作用を持ちうる化合物が生成し、生体内に分布しうることを示し
たことは、腸管内における薬物一食品成分間および食品成分一食品成
分間の相互作用に関して新たな視点を提供した意味で意義は大きいと
考えている。
　本研究は腸管内プロテアーゼを指標としたものであるが、組織など
に分布するセリンプロテアーゼや同様の反応機構を持つシステインプ
ロテアーゼも生体内アミン共存下アミン修飾反応を引き起こすと考え
られる。また、脂質を加水分解する酵素であるリパーゼはセリンプロ
テアーゼの反応機購と同様にアシル．酵素中間体を経て進行すること
が知られていることから（Jaeger　et　aL，1999）、リパーゼもアミン修飾
反応を行う可能性は高い。つまり、生体反応においてアシルー酵素中
間体を経て進行するすべての加水分解反応は同時にアミン修飾反応を
併発する可能性を持っていると考えられる。
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実験の部
1．試薬
　HB（牛）、　Amp、1一オクタンスルホン酸ナトリウム、2一プロモピリジ
ン及びTFA　（HP：LC　grade）は、　Wako　pure　Chemica1　Industries（Osaka，
Japan）より；INH、　TAはTbkyo　Chemical　Industry　Co．（TDkyo，　Japan）よ
り；キモトリプシン（sequencing　grade）はRoche（Mannheim，　Germany）
より；トリプシン（sequencing　grade）はPromega（Madison，　WI）より；
2｛4一（2－hydroxyethyl）一1－piperazinyl］ethanesu1£onic　acid（HEPES）、エラス
ターゼ、CytC（馬）、アン膏血テンシン1（Ang　I）、オボアルブミン、
2－nitro－5－thiocyanobenzoic　acid、インスリンβ鎖（lnsβ）（牛）、　Spd三塩
酸塩、Spm四塩酸塩　及びα一cyano－4－hydroxycinnamic　acid（CHCA）は
SIGMA（St．　Louis，　MO，　USA）より；合成ペプチド（S：LIGKV－OHとSFLL
RN－NH2）　．　N一［（1，1－dimethylethoxy）carbonyl］一tryptophan－4－nitrephenyl　ester
（Boc－W－ONP）はBachem（Bubendorf，　SwitzerIand）より；アセトニト
リル（HPLC　grade）　はKANTO　KAGAKU（Tbkyo，　Japan）より購入して
用いた。今回の実験に用いた水はすべてMiU　Qにより調製したものを
用いた。
　蝋画　プトレシン（106．5ml，1．06　mol）に2一プロモピリジン
（20．2ml，0．212　mol）を加え、窒素置換し120℃10時間反応させた。
反応終了をT：LCにて2一プロモピリジンの消失により確認した後、過剰
のプトレシンを減圧留去した。残渣に4Mアンモニア水溶液（200　ml）
を加え、クロロホルム（600ml）で4回抽出し、クロロホルム層を減
圧留去した。残渣をシリカゲルクロマトグラフィー（クロロホルム：メ
タノール10：1）に供し、PyPutを得た（245　g，70％）。pyput（22．8　g，0．138
mo1）をエタノール（30　ml）及び濃塩酸（26．7　ml）を加えた後、溶媒
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を減圧留立し、残渣をエタノールで再結晶し、PyPut・二塩酸塩を得た
（29．5　g．　59％）．’H－NMR　（D20）　d　1．56－1．68　（4H，　m，　H－2　and　H－3），　2．90　（2H，
t，　J　＝　7．3　Hz，　H－4），　3．26　（2H，　t，　」　＝　6．4　Hz，　H－1），　6．71　（IH，　ddd，　」　＝　7．0，　6．4，
e．9　Hz，　PyH5），　6．86　（IH，　d，　」　＝　9．1　Hz，　PyH－3），　7．61　（IH，　dd，　」　＝　6．4，　1．5
Hz，　PyH－6），　7．72　（IH，　ddd，　」　＝　9．1，　7．0，　1．5　Hz，　PyH－4）．　FAB－MS　m／z：　166
（Calcd　for　CgHi6N3：　166）．　Anal．　Calcd　for　CgHi7N3C12：　C，　45．39；　H，　7．19；　N，
17．64．　Found：　C，　45．23；　H，　7．28；　N，　17．54．
　一　Boc－W－ONP（602　mg，1．4　mmol）にPyPut（249　mg，
1．5mmo1）を加え、無水ジクロロメタン中室温で3時間反応させた。
反応終了後、シリカゲルクロマトグラフィー（クロロホルム：メタノー
ル：濃アンモニア水10：1：0．1）で精製しBoc－W－PyPutを得た（697　mg，
110％）。得られたBoc－W－PyPutにTFAを1ml加え脱保護し、シリカゲ
ルクロマトグラフィー（クロロホルム1メタノール：濃アンモニア水
20：1：0．1）で精製して、w－PyPutを得た（400　mg，81％）。iH－NMR（CDC13）
δ1．46－1．54（4H，　m，一CH2C旦2C旦2CH2一），3．06（1H，　dd，」＝14．3，7．6　Hz，
Indole－C旦2一），3．19－3．35（4H，　m，一C旦2CH2CH2C旦2一），3．30（1H，　dd，」＝14．3，
4．6Hz，　Indole－C旦2一），3．71（1H，　dd，」「＝7．6，4．6　Hz，　H2N－C旦一CO一），4．53（1H，
bs，一N画一Py），6．38（1H，　dd，」＝　8．5，0．9　Hz，　PyH－3），658（1H，　ddd，」　＝7．0，5．2，
O．9　Hz，　PyH－5），　7．06　（IH，　d，　J　＝　2．4　Hz，　lndoleH－2），　7．12　（IH，　ddd，　」　＝　7．9，
7．0，　O．9　Hz，　lndoleH－5　or　一6），　7．19　（IH，　ddd，　」　＝　8．2，　7．0，　1．8　Hz，　lndoleH－5
0r－6），7．22（1H，　bs，一CON旦CH2一），7．35（1H，　dd，」＝7．9，0．9　Hz，　IndoleH－4
0r　一7），　7．43　（IH，　ddd，　」　＝　8．5，　7．0，　1．8　Hz，　PyH4），　7．67　（IH，　dd，　」　＝　7．9，　O．9
Hz，　lndoleH－4　or　一7），　8．09　（IH，　m，　PyH－6），　8．61　（IH，　bs，　lndoleH－1）．
FAB－MS　m／z：　352　（Calcd　for　C20H26Ns　O：　352）．
　PPut修飾ペプチド（CIKHIATNAVLFFGR。P　Put）の合成　1　mMオ
ボアルブミン0．5mlに50　mM　2－nitro－5－thiocyanobe鍛zoic　acid　O．6　mlを加
え37℃で30分0．1M2｛4一（2－hydroxyethyl）一1・・piperazinyl］ethanesulfonic
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acid（HEPES），6　M　guanidine（pH　8．0）緩衝液中で反応後、1．6　M　PyPut
1．1mlを加え37℃で16時間反応させた。反応液をSep－Pak　Vac　20cc（59）
C18（Waters）に供し、0．1％TFA含有25％アセトニトリル（ACN）で洗浄
後、CIKHIArNAVLFFGR－PyPutを0．1％TFA含有40％ACNで溶出させ
た。溶出液を凍結乾燥後、得られた白い結晶を05mlの0．1％T臥含有
20％ACNに溶解させ、遠心分離し不溶性成分を除去し、
cIKHIATNAvLFFGR．pyPut溶液を得た。得られた修飾ペプチドをHPLc
分析にて単一のピークであることを確認し、また、アミノ酸配列をPSD
分析によって同定した。
2．酵素によるタンパク質およびペプチド消化反応
　1．O　mg／ml　HB又はCytCに1／20（w／w）量のトリプシン、キモトリプシ
ン又はエラスターゼを加えて、1mMあるいは50　mMアルキルアミン
存在下100mM　HEPES緩衝液（pH　7．5）中で37℃3または16時間反応さ
せた。メタノール添加実験では、この反応条件に17，33あるいは50％
になるようにメタノールを加えて反応させた。
　合成ペプチド（SLIGKV－OH又はSFL：LRN－NH2）に、それぞれ1／60、
1／75（w／w）量のトリプシンを加えて、50mM　PyPut存在下100　mM
HEPES緩衝液（pH　75）中で37℃16時間させた。
3．プロテアーゼ消化物を分離精製
　プロテアーゼ消化物をHPLCを用い分離精製した。カラムはC18
column（TOSOH　ODS　120T，　4．6×250　mm）、流速は1．O　ml／min、カラム温
度は35℃、UV吸収は220　nm、蛍光はEx　310・nm・Em・390・nmであっ
た。サンプルを10μ1インジェクションし、下記に示した分離条件で分
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離し、30秒ごとに分取した。それぞれのフラクションを凍結乾燥し、
2：3ACN／0．1％TFA　20μ1に溶解させ、　MS分析サンプルとした。
ltuuslssg2ytgz｝1．IIIitwigQ．：2tillfflSII；AB　t　c　tc　Q！）￥enttti21（D／L7）eept＊ec
　Mobile　phase：A；　O．190　TFA　in　5　ere　ACN
　　　　　　　B；　O．19e　TFA　in　8090　ACN
　100cro　A　for　10　min，　then　O一　10090　B　over　90　min
　合成ペプチドの消化物の分離条件
　Mobile　phase：A；　O．190　TFA　in　5　ero　ACN
　　　　　　　B；　O．1％　TFA　in　2590　ACN
　10090　A　for　20　min，　O－2090　B　over　5　miR，　then　20－10090　B　over　60　rnin
4．実験動物
　埼玉実験動物より購入した6又は7週齢のS．D．系雄性ラットを使用
した。すべての動物実験は城西大学動物実験規定に基づいて行った。
4－1．動物への投与実験
　24時間絶食させたS．D．ラットに8又は500　mg／ml　HBと300　mM
PyPutを1．5　mLゾンデを用いて経口強制投与した。1または4時間後
エーテル麻酔し頚椎脱臼にて屠殺し、開腹し、内容物が漏れ出さない
ように紐で腸管を縛り小腸、盲腸を取り出し、脳、心臓、肺臓、肝臓、
腎臓を摘出した。取り出した臓器は液体窒素ですぐに凍結し一80℃で保
存した。
4－2．　in　situ　closed　loop法
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　ラットを18時間絶食させ、ウレタンで麻酔した（19／kg，　ip）。開腹
後、空腸を生理食塩水で洗浄後、空腸のループ（長さ10cm）を作製
し、そこに3．2　mM　W－PyPut（溶媒；PBS、　pH　7．4）をミクロシリンジ
で1ml注入した。血液を頚動脈からサンプリングした。頚椎脱臼にて
屠殺後、脳、心臓、肺臓、月刊蔵、腎臓を摘出した。
5．腸管ホモジネート中での分解実験
　摘出した腸管に湿重量19あたり50mM　Tris－HCI緩衝液（pH　7．4）2
m1を加えてホモジナイズした。ホモジネート20μ1に100μM　W－PyPut、
化学的に合成した修飾ペプチド（CIKHIATNAVLFFGR－pyput）、　pyput
を10μ1を加えて、37℃で0、15、30、60、120分インキュベートした。
ここに0．1M塩酸を加えて反応終了とした。次いで、50％TCA　9μ1加
えて除タンパクしHPLC分析した。
　カラムはC18　column（TOSOH　ODS　120T，4．6×250　mm）、流速は1．O
ml／min、カラム温度は30℃、蛍光はW－PyPutの分析ではEx　277　nm・
Em・390・nm、　PyPutの分析ではでEx・310・nm・Em　390　nmであった。サ
ンプルを5μ1インジェクションし、下記に示した分離条件で分離した。
．W“：s　y，u1Ly，tl．z1Lll1112S：1±iP　P　t　（1）　／rt　ee　pti〈　｛tP
　Mobile　phase：A；　O．1％　TFA　in　5％　ACN
　　　　　　　B；　O．1％　TFA　in　80％　ACN
　1009e　A　fer　40　min，　O－790　B　over　10　min，　790　B　for　60　min，　then　100qo　B
　for　10　min
It11ylegLsZP　t　Q［）　／”Y　ee　‘＊iis：一　｛Lp
　Mobile　phase：0．1％T臥and　8　mM　1－Octanesulfonic　acid　Na　in　25％
　　　　　　　　ACN
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6．腸管からのペプチドの抽出とHP：LC分析
　摘出した腸管を凍結乾燥した後、砕いた。そこに乾燥重量で4μ1／gの
割合で1：10．1％TFA／50％ACNを加えて麗潤し、15分間超音波処理し
た。遠心（3，000×10min）し上清をどり、セルロースアセテートフィ
ルター（0．2μm）に通してHPLC分析した。
　カラムはC18　column（TOSOH　ODS　120T；4．6×250　mm）、流速は1．O
ml／min、カラム温度は30℃、　UV吸収は220　nm、蛍光はEx　310　nm・
Em　390　n卑であった。サンプルを10μ1インジェクションし、下記に示
した分離条件で分離した。
　分離条件
　Mobile　phase：A；　O．1％　TFA　in　5％　ACN
　　　　　　　B；　O．190　TFA　in　8090　ACN
　100％　A　for　30　min，　then　O－10090　B　over　90　min
7．臓器からのW－PyPutの抽出とHPLC分析
　摘出した臓器に、湿重量19あたり8Mアンモニア溶液を1ml入れ、
氷冷下ホモジナイズした。これを三倍量のクロロホルムで二回抽出を
行い、クロロホルムを遠心エバボレ一字ーによって留貴した。残渣に
0．1％TFA含有30％ACN　200μ1に溶解させ、遠心（13，000×20　min）し
上清をとり、HP：LC分析した。
　カラムはCi8　celumn（TOSOH　ODS　120T；4。6×250　mm）、流速は1．O
ml／min、カラム温度は30℃、蛍光はEx　277　nm・Em・390・nmであった。
サンプルを5μ1インジェクションし、下記に示した分離条件で分離し
た。
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血液サンプルの分離条件
Mebile　phase：O．190　TFA　in　1290　ACN
心臓・脳・腎臓・肝臓・肺臓サンプルの分離条件
Mobile　phase　：　O．1％　TFA　and　8　mM　1－Octanesulfonic　acid　Na　in　2790
　　　　　　　ACN
腸管サンプルの分離条件
Mobile　phase：A；　O．1％　TFA　in　5　ero　ACN
　　　　　　B；　O．190　TFA　in　80qo　ACN
100ero　A　for　40　min，　O－7qo　B　over　10　min，　7％　B　for　60　min，　then　10090　B
for　10　min
8．PyPut修飾ペプチドまたはW－PyPut中のPyPut含量の分析
　合成ペプチド由来のPyPut修飾ペプチドまたはW－PyPut分画を
HP：LCによって分離分取し、凍結乾燥後、水100μ1に溶解：させた。同
量の濃塩酸を加えて、窒素置換し110℃24時間反応させた。加水分解
サンプルを凍結乾燥後、0．1％TFA含有30％ACN　100μ1に溶解させ
HPLCサンプルとした。
　得られたPyPutをHP：LCを用いて分析した。カラムはC18　celumn
（TOSOH　ODS　12eT，4．6×250　mm）、流速は1．O　m1／min、カラム温度は
40℃、蛍光はEx　310　nm・Em　390　nm、移動相は0．1％TFA及び8mM
1－octaneslufonic　acid含有25％ACN、インジェクション量は10μ1であ
った。PyPutの保持時間は9．3分であった。
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9．質量分析
9－1．MA：LDI－TOF・MS分析
　飛行時間型質：量分析装置AXIMA－CFR（Shimadzu／Kratos，
Manchester，　U．K．）を用いた。マトリックスは2：3　ACN／0．1％TFA溶液に
CHCAを飽和させたものを用いた。ステンレス製サンプルプレートの
ウェルに、試料を1μL乗せて空気乾燥させ、さらにマトリックスを1
μ：L乗せて空気乾燥させて結晶化させた後、分析した。質量更正には
Ang　1［10“5　M、配々12975］とInsβ［10“5　M、　m／z　3496．9］の二点を用いて行
った。
9－2．ESI－MS分析
　装置はAPI300（PE－SCIEX，　Thornhill，　Canada）を用い、イオン化に
ESI法を用いた。且ow　injection法で行い、移動層は5mM酢酸アンモ
ニア含有90％ACNを用い、流速は20μ1／rninで行った。インジェクシ
ョン量は10μ1であった。
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